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摘要 :【 目 的】 探究 烟草 甲 Lasioderma serricorne APEH Ak $- 转 移 酶 (glutathione S-transferase, GST) 
基因 LsGSTel 的 分 子 特性 和 生物 学 功能 。【 方 法】 在 烟草 甲 转录 组 数据 的 基础 上 ,利用 RT-PCR 技 
术 扩 增 LsGSTel 基因 ,并 进行 生物 信息 学 分 析 ; 采 用 qPCR 技术 检测 LsGSTel 在 烟草 甲 不 同 发 育 阶 
段 (低龄 幼虫 高龄 幼虫 . 晴 、 低 龄 成 虫 、 高 过 成 由 ) 及 高 龄 幼虫 不 同 组 织 ( 表 皮 、 中 肠 、 脂 肪 体 、 马 氏 
A) 中 的 表达 水 平 , 以 及 在 甲酸 乙 酯 是 蒸 胁迫 后 的 5 苍 幼 虫 中 的 表达 变化 。 进 一 步 采 用 RNAi 技术 
沉默 烟草 甲 5 冷 幼 虫 LsGSTel 基因 ,通过 生物 测定 分 析 烟 草 甲 对 重 蒸 剂 甲 酸 乙 酯 的 敏感 性 变化 。 
【 结果】 获得 LsGSTel 基因 的 全 长 cDNA 序列 (GenBank 登录 号 : MN480468) ,开放 阅读 框 长 684 bp, 
编码 2277 个 氨基 酸 ,N 端 和 C 端 均 存在 催化 保守 位 点 。 系 统 发 育 分 析 表 明 该 基因 属于 CSTs 的 
Epsilon 家 族 。qPCR 结果 表明 ,LsGSTel 在 烟草 甲 不 同 发 育 阶 段 均 有 表达 , 且 在 高 龄 幼虫 期 的 表达 
量 较 高 ;表达 部 位 主要 在 幼虫 脂肪 体 , 其 次 为 中 肠 和 表皮 ,而 在 马 氏 管 中 的 表达 量 最 低 。LCa 
(10 L/L) fe LC,,(20 pL/L) 浓 度 的 甲酸 乙 酯 对 烟草 甲 5 龄 幼虫 是 蒸 胁迫 后 ,AsCSTel 的 表达 水 平 
显著 升 高 ,分 别 是 对 照 组 的 2.96 49 5.80144, RNAi 结果 发 现 ,RNAi 48 h 和 72 h 后 ,LsGSTel 的 表 
达 量 分 别 下 降 了 79.9% 和 83.0% ,沉默 效率 显著 ;RNAi 72 h 后 ,dsLsGSTel 注射 组 与 对 照 (dsGFP 
28) 相 比 ,LCa 浓 度 的 甲酸 乙 酯 处 理 $ Wd x ge] X4 3p Y 32.496, [2536]4& LsGSTel 基 
因 可 能 参与 了 烟草 甲 对 甲酸 乙 酯 的 代谢 与 解毒 过 程 。 
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Abstract:【 Aim] To explore the molecular characteristics and biological function of the glutathione S- 
transferase ( GST) gene LsGSTel from the cigarette beetle, Lasioderma serricorne. [Methods] Based on 
the transcriptome database of L. serricorne, the full-length cDNA of LsGSTel was cloned using RT-PCR 
and then subjected to bioinformatics analysis. The expression levels of LsGSTel in different developmental 
stages ( early instar larva, late instar larva, pupa, callow adult, and mature adult) and different tissues 
(integument, midgut, fat body, and Malpighian tubules) of the late instar larvae of L. serricorne, and 
the changes in the expression level of LsGSTel in the 5th instar larvae after exposure to ethyl formate 
fumigation were detected via qPCR. The target gene LsGSTel in the 5th instar larvae of L. serricorne was 
further knocked down by RNAi, and the changes in the susceptibility of the larvae to ethyl formate 
fumigation were determined by insecticide bioassay. [ Results] The full-length cDNA sequence of 
LsGSTel in L. serricorne was cloned and deposited at GenBank under the accession number MNA480468. 
The open reading frame of LsGSTel is 684 bp in length encoding a 227-amino-acid protein. LsGSTel has 
the conserved catalytic. sites at the N-terminal domain and C-terminal domain. Phylogenetic analysis 
revealed that LsGSTel belongs to the Epsilon family of GSTs. The qPCR results showed that LsGSTel was 
constitutively expressed in the tested developmental stages and had a relatively higher expression level in 
the late instar larva. Tissue-specific expression profiles showed that the expression level of LsGSTel was 
the highest in the fat body, followed by in the midgut and integument, and the lowest in Malpighian 
tubules. The expression level of LsGSTel in the 5th instar larvae subjected to fumigation treatment with 
LC4,C10 nL/L) and LC4,(20 pL/L) of ethyl formate was significantly increased by 2. 96 and 5. 80 times 
as high as that of the control, respectively. RNAi results showed that the expression levels of LsGSTel 
were significantly reduced by 79. 996 and 83.096 at 48 and 72 h after RNAi, respectively. The mortality 
of the 5th instar larvae treated with the LCs of ethyl formate in the dsLsGSTel injection group at 72 h 
after RNAi increased by 32. 4% as compared with that of the control group ( dsGFP injection group). 
[ Conclusion] It is inferred that LsGSTel may be involved in the detoxification of ethyl formate in L. 
serricorne. 

Key words: Lasioderma serricorne; glutathione S-transferase; gene expression; ethyl formate; RNA 
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烟草 甲 Lasioderma serricorne 3k Jg T $5 3. H 
( Coleoptera) £j 4& £L ( Anobiidae) ,是 烟草 .粮食 中药 
材 .茶叶 等 储藏 期 害虫 的 优势 种 ,其 发 生 人 危害 具 有 较 
强 的 隐藏 性 (Li et al., 2009) 。 同 时 由 于 烟草 甲 繁 殖 
力 强 、 环 境 适 应 能 力 强 等 特性 ,其 危害 愈演愈烈 ,对 
多 种 储藏 物 造成 了 严重 的 经 济 损失 (Imai and 
Masuda, 2017; Yang et al., 2019) 。 目 前 ,烟草 甲 的 
防治 主要 以 化 学 重 蒸 为 主 ,但 化 学 药剂 的 长 期 不 合 
理 使 用 不 仅 导 致 其 抗 药性 发 展 迅速 , 由 此 华 来 的 食 
品 安全 和 环境 保护 等 问题 也 日 益 突出 (Hori, 2003; 
Hironaka et al., 2017) 。 甲酸 乙 酯 常温 下 为 无 色 液 
Wk ,是 一 种 防治 仓储 害虫 的 新 型 球 莹 剂 ,具有 杀 虫 
快 毒 性 低 、 无 残留 等 特点 ,并 且 多 种 储藏 物 会 自然 
产生 甲酸 乙 酯 ,因此 该 药剂 的 使 用 不 会 对 储藏 物 的 
品质 造成 影响 (Nicholas and Ebert, 2006) 。 自 2002 
年 登记 注册 以 来 ,甲酸 乙 酯 被 广泛 应 用 于 谷 震 

















Rhyzopertha. dominica ， 赤 拟 谷 盗 Tribolium castarteum , 
菜豆 象 Acanthoscelides obtectus, WE 25s P I Liposcelis 
bostrychophila PAE P Hz 3& Trogoderma variabile 等 仓 
储 害虫 的 防治 ,研究 证 实 其 防 控 害 虫 速效 性 优 于 磷 
化 氧 , 且 毒性 低 于 磷 化 氧 , 因 此 该 帅 燕 剂 将 有 望 成 为 
磷 化 氨 的 替代 品 ( 唐 培 安 等 ,2007; ESRF, 
2008; 姚 洁 等 , 2016 ) 。 

ACH BK S-Pz $21 ( glutathione S-transferases , 
GSTs, EC 2.5.1.18) 是 由 多 个 基因 编码 的 超 家 族 酶 
系 , 几 乎 存在 于 所 有 的 生物 体内 (Sheehan et al., 
2001; Li et al., 2007)。 根 据 其 同 源 性 和 底 物 特异 
性 ,可 将 昆虫 GSTs 分 为 7 个 家 族 , 包括 Sigma, 
Omega, Zeta, Epsilon, Delta 和 Theta 6 个 已 知 家 族 
和 一 个 未 知 家 族 (Feng et al., 2001; 许 抗 抗 等 ， 
2017) 。 其 中 Epsilon 和 Delta 是 在 昆虫 中 特异 存在 
的 家 族 , 主要 通过 催化 多 种 外 源 和 内 源 的 有 毒 玻 水 
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化 合 物 与 还 原型 的 谷 胱 甘 肽 共 轿 亲 和 , 中 和 有 毒物 
质 亲 电子 中 心 ,提高 其 水 溶性 ,从 而 达到 降低 细胞 毒 
性 的 日 的 ( Agianian et al., 2003; Hu et al., 2014) 。 
人 研究 表明 ,家 看 Bombyx mori 的 Epsilon 家 族 GSTs 不 
仅 参 与 有 毒物 质 的 解毒 代谢 过 程 ,而 且 还 具有 抗 氧 
化 功能 (Yu et al., 2008), 。AgGSTe2 蛋白 参与 了 
DDT 7E [x] EG NV. Tz X Anopheles gambiae 体内 的 代谢 ， 
导致 其 抗 药性 的 产生 (Ortelli et al., 2003); GSTe2, 
GSTe5 和 GSTe7 基因 在 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti DDT 
抗 性 品系 中 过 量 表 达 , 采 用 蛋白 体外 重组 表达 和 
RNA 干扰 (RNAi) 技术 ,证 明 GSTe5 和 蛋白 可 以 有 效 
代谢 DDT, m GSTe2 和 GSTe7 SIRA DDT 的 
解毒 有 一 定 相 关 性 ( Lumjuan et al., 2011), 由 此 ， 
可 以 看 出 Epsilon 家 族 GSTs 基因 在 昆虫 应 对 外 源 化 
合 物 胁迫 和 解毒 代谢 过 程 中 起 着 重要 作用 。 目 前 有 
X Epsilon 家 族 GSTs WHA- ERIL EZRA 
毒 的 分 子 机 制 研 究 较 少 。 本 研究 在 烟草 甲 转录 组 数 
据 库 的 基础 上 ,利用 RT-PCR 技术 克隆 获得 LsGSTel 
基因 的 cDNA 全 长 序列 ,利用 qPCR 技术 分 析 了 该 
基因 在 烟草 甲 不 同 发 育 阶 段 . 不 同 组 织 部 位 以 及 甲 
酸 乙 酯 更 蒸 胁迫 后 的 表达 特性 ,并 采用 RNAi 技术 
研究 其 对 甲酸 乙 酯 的 解毒 特性 。 本 研究 初步 探索 了 
LsGSTel 在 甲酸 乙 酯 解毒 过 程 中 的 作用 ,为 新 型 分 
子 靶 标 杀 虫 剂 的 开发 提供 了 理论 依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 供 试 烟草 甲 

烟草 甲 于 2010 年 采 自 贵州 省 贵阳 市 (26°34'N， 
106?41'E) ,以 中 药材 当归 Angelica sinensis 为 食料 在 
人 工 气候 箱 中 连续 饲养 繁殖 50 代 以 上 。 气 候 箱 参 
数 为 :温度 28 x "C ,相对 湿度 75% +5% , 光 周 期 
0L:24D。 
1.2 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 盒 TaKaRa MiniBEST 
Universal RNA Extraction Kit, DNase, cDNA 第 1 链 
ARAN) d PrimeSeript$ RT Reagent Kit 和 DNA 
2000 Marker 均 购 自 TaKaRa 公司 ; 感受 态 细胞 
Trans5a , PCR 试剂 盒 2 x EasyTaq PCR SuperMix 均 
购 自 全 式 金 公司 ; 胶 回 收 试剂 盒 Gel Extraction Kit 
购 自 Omega 公司 ; 载体 pGEM-T Easy Vector, qPCR 
试剂 盒 CoTaq@ qPCR Master Mix 均 购 自 Promega 7x 
司 ; RNAi 试剂 盒 TranscriptAid T7 High Yield 
Transcription Kit 购 自 Thermo Scientific 公司 ; 重 蒸 剂 
甲酸 乙 酯 购 自 Aladdin 公司 (无 水 级 ,>98% ) 。 















































1.3 烟草 甲 总 RNA 提取 与 DNA 第 1 链 合成 

根据 MiniBEST Universal RNA Extraction Kit 说 
明 书 提取 烟草 甲 的 总 RNA ,利用 NanoDrop 2000 核 
酸 蛋 白 浓度 测定 仪 (Thermo Scientific 公司 ) 检测 
RNA 的 浓度 和 纯度 ,通过 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 
RNA 的 完整 性 ,并 利用 DNase 去 除 基因 组 DNA。 选 
Hx OD44,/0D44 和 0D;w0/0Dwo 在 1.8~2.2 的 RNA 
于 -80% 保存 备用 。 使 用 PrimeSceript@ RT Reagent 
Kit 合成 cDNA 第 1 链 。 
1.4 烟草 甲 LsGSTel 基因 的 克隆 

根据 烟草 甲 转 录 组 获得 的 1 个 Epsilon 家 族 
GST 基因 的 Unigene 片段 ,采用 Primer 6.0 软件 设计 
1 对 全 长 验证 引物 ( 表 1) 扩 增 该 基因 的 开放 阅读 
HE, PCR 反应 体系 : 2 x Assembly Mix 25 uL, EF 
游 引物 (20 jumol/L) 4& 1 uL, cDNA 模板 2 uL, 加 
ddH,O 补 至 总 体积 50 pL。 反 应 条 件 : 95% 预 变 性 
3 min; 95?C 变性 30 s, 57?C 退火 30 s, 72% 延伸 
1 min, 共 35 个 循环 ;最 后 72% 延伸 10 min, PCR 
扩 增 产物 用 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ,按照 Gel 
Extraction Mini Kit 说 明 书 回收 目的 条 带 , 并 连接 至 
pGEM-T Easy 载体 , 再 转化 到 Transa 大 肠 杆 菌 
Escherichia. coli 感受 态 细胞 中 ,经 蓝 白斑 筛选 和 PCR. 
鉴定 ,将 阳性 克隆 送 成 都 擎 科 梓 申 生 物 技术 有 限 公 
司 进行 测序 。 
1.5 序列 分 析 

采用 DNAMAN 6.0 ( Lynnon Biosoft ) 对 测序 结 
果 进 行 编辑 和 分 析 ,推导 的 氨基 酸 序列 采用 BLAST 
工具 (http : // www. ncbi. nlm. gov/ BLAST/) 进行 同 源 
性 比 对 分 析 。 利 用 ProtParam ( http: // web. expasy. 
org/ ) 和 NetNGlys 1. 0 Server (http : // www. cbs. dtu. 
dk/services/ NetNGlyc/ ) 分 析 编 码 和 蛋白 的 理化 性 质 和 
N- 糖 基 化 位 点 。 利 用 Prosite (http: // prosite. 
expasy. org/ ) 分 析 氮 基 酸 的 保守 区 域 。 经 过 Clustal 
X 软件 进行 序列 比 对 ,使 用 MECA 6.06 软件 中 的 邻 
接 法 (neighbor-joining ) 构建 系统 进化 树 , 替 代 模 型 
为 泊 松 模型 ,各 分 支 均 进行 1 000 次 的 重复 检验 
(Tamura et al., 2013) 。 
1.6 烟草 甲 LsGSTel 基因 的 时 空 表达 

分 别 收 集 烟 草 甲 低 龄 幼虫 ( 卵 且 化 后 24 h 内 )、 
高 龄 幼虫 (4 EVA E.) 4 (AEIJE 48 h 以 上 ) ARE 
成 虫 (羽化 后 24 h 内 ) 和 高 龄 成 虫 (羽化 后 7 d) ,每 
个 虫 态 设 置 3 个 生物 学 重复 ,每 个 重复 40 头 试 虫 。 
解剖 烟草 甲 高 龄 幼虫 的 表皮 .中 肠 .脂肪 体 和 马 氏 管 
共 4 种 组 织 , 每 种 组 织 设 3 个 生物 学 重复 ,每 个 重复 
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分 别 解剖 50 头 试 虫 。 将 上 述 材料 经 液 氮 速冻 后 保 
存 于 -80Y 冰箱 ,并 按照 1.3 节 方 法 分 别提 取 所 有 
样品 的 总 RNA 并 进行 cDNA 制备 。 采 用 qPCR 技 
术 检 测 烟 草 甲 LsGSTel 基因 的 时 空 表达 ,以 18S 
RNA 基因 为 内 参 基因 ,引物 序列 见 表 1o qPCR 扩 
增 在 CFX96"" Real-Time System 实时 定量 PCR [X 
( Bio-Rad 公司 ) 中 进行 ,技术 重复 2 次 。 反 应 体系 














(20 uL): GoTaq® qPCR Master Mix 10 uL, cDNA 
模板 1 pL， 上 下 游 引 物 (10 pmol/L) 4& 1 pL, 
ddH,O 7 pL。 混 匀 后 轻微 离心 , 扩 增 条 件 : 95Y 预 变 
TES min; 然后 95C 变 性 15 s, 60% 退火 30 s，72%C 
延伸 30 s, 共 40 个 循环 ;最 后 在 60 ~95Y 22 qi A fi 
曲线 ,选取 相关 系数 (R ) 大 于 0.98 和 扩 增 效率 (下 ) 
在 90% ~110% 的 引物 备用 。 




















表 1 本 研究 使 用 的 引物 
Table 1 Primers used in this study 























引物 引物 序列 (5' -3") 引物 用 途 
Primer Primer sequence Primer use 
LsGSTel-F AGAAAATGGCACCTCAACTCTT 克隆 开放 阅读 框 


LsGSTel-R TTGACTAGAATAAAATGAGTGT 





Cloning of open reading frame 





LsGSTel-Q-F 
LsGSTel -Q-R 


AGGCTGCACTTCGATACAGG 
ATAATTTCCAGCACGGCAAC 


qPCR 








18S-Q-F GCATCTCCACGGATTTCACT 

18S-Q-R AAGGCAAGACGCTTATCGAA 

ds-LsCSTel-F TAATACGACTCACTATAGGGTCCGGAATACCTTAAGATTAATC 

ds-LsCSTel-R TAATACGACTCACTATAGGGAGTCTTTTCATGCGTTTCACCCA dsRNA 合成 





ds-GFP-F 
ds-GFP-R 











下 划 线 为 T7 启动 子 序列 。T7 promoter sequence is underlined. 


1.7 甲酸 乙 酯 胁迫 后 烟草 甲 LsGSTel 基因 的 表达 
EE Rb Ae EJ" DR 86 P US CR E EAS, 
2007) ,用 细毛 笔 轻 轻 挑 取 30 3k 5 龄 幼虫 于 50 mL 
无 盖 塑 料 离心 管内 ,加 入 40. g 当归 作为 食料 ,用 160 
目 纱 网 做 成 的 离心 管 盖 用 皮 筋 绑 在 螺 口 处 , 放 于 
1 000 mL 广 口 瓶 中 , 将 剪 好 的 大 小 一 致 的 滤纸 放置 
广 口 瓶 底部 ,用 移 液 器 点 滴 一 定量 的 甲酸 乙 酯 在 波 
纸 上 ,并 用 凡士林 涂抹 在 瓶 口 处 密封 盖 紧 瓶 盖 。 将 
广 口 瓶 置 于 人 工 气 候 箱 培养 观察 ,并 统计 甲酸 乙 酯 
村 蒸 处 理 后 烟草 甲 的 存活 与 死亡 数 ,根据 前 期 预 结 
果 ( 数 据 另 文 发 表 ) 采 用 2 个 亚 致死 浓度 LC 
(5 uL/L) ftl LC4,(10 L/L) ,以 及 致死 中 浓度 LC 
(20 pLAL) 的 甲酸 乙 酯 进行 束 蒸 处理, 参考 姚 洁 等 
(2016)24 h 后 散 气 挑 取 存 活 的 试 虫 , 以 相同 条 件 下 
的 空气 处 理 作为 对 照 ,每 处 理 3 次 重复 。 按 照 1.3 
节 方 法 分 别提 取 上 述 处 理 样品 的 RNA 并 合成 
cDNA ,按照 1.6 节 方 法 进行 qPCR ,检测 LsGSTel 基 
因 的 表达 。 
1.8 烟草 甲 LsGSTel 基因 的 沉默 及 效率 检测 
烟草 甲 LsGSTel 基因 dsRNA (dsLsGSTel ) 的 体 
外 合成 按照 使 用 TranscriptAid T7 High Yield 
Transcription Kit 说 明 书 进行 ,引物 序列 见 表 1, 用 
1. 596 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 对 合成 的 dsRNA 进行 检测 。 























TAATACGACTCACTATAGGGCAGTTCTTGTTGAATTAGAT 
TAATACGACTCACTATAGGGAATGTTACCATCTTCTTTAA 


dsRNA synthesis 


烟草 甲 主要 以 幼虫 在 寄主 内 取 食 危害 ,是 害虫 防治 
的 关键 时 期 , 且 前 期 qPCR 结果 表明 LsGSTel 基因 
在 烟草 甲 幼虫 中 高 表达 ,所 以 选取 大 小 均一 、 生 长 状 
况 良好 的 烟草 甲 5 龄 幼虫 进行 RNAi 实验 ,运用 显 
微 注 射 仪 (World Precision Instruments 公司 ) 沿 着 血 
液 流动 方向 ( 头 部 向 腹部 方向 ), 将 200 ng 
dsLsGSTel 注射 到 5 龄 幼虫 的 倒数 第 2 和 第 3 腹 节 
之 间 ,注射 等 量 的 dsGFP 作为 对 照 组 。 每 个 处 理 30 
头 试 虫 ,分 别 在 48 和 72 h 收 虫 并 冻 存 于 -80Y , 按 
照 1.3 节 方 法 分 别提 取 上 述 处 理 样 品 的 RNA 并 合 
成 cDNA ,按照 1.6 节 方 法 进行 qPCR ,检测 不 同时 
间 点 RNAi 的 沉默 效率 。 实 验 重复 3 次 。 
1.9 RNAi 干扰 LsGSTel 后 烟草 甲 对 甲酸 乙 酯 的 
敏感 性 分 析 

对 分 别 注射 200 ng dsLsGSTel 和 dsGFP (方法 
IH] 1.8 节 )72 h 后 的 5 龄 幼虫 进行 甲酸 乙 酯 LC 
(10 pLL) 和 LCso(20 L/L) 两 个 浓度 毒 力 生物 测 
定 ( 同 1.7 节 ) ,每 个 处 理 40 头 试 虫 ,24 h 后 统计 死 
亡 率 。 实 验 重复 3 次 。 
1.10 数据 分 析 

实验 结果 采用 平均 值 标准 误 表 示 ,数据 处 理 
采用 SPSS 23. 0 软件 。 采 用 2 “2 计算 烟草 甲 
LsGSTel 基因 的 相对 表达 量 ( Livak and Schmittgen ， 
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2001) ,将 表达 量 最 低 的 样品 数值 视 为 1, 其 他 样品 
的 表达 量 以 相对 于 最 低 表 达 量 的 倍数 进行 分 析 。 烟 
草 甲 不 同 发 育 阶段 、 不同 组 织 及 甲酸 乙 酯 处 理 后 
mRNA 表达 差异 采用 单 因 素 方差 分 析 (ANOVA)， 
P<0.05 表 示 差 异 显 著 。dsRNA 注射 后 靶 标 基因 
mRNA 表达 和 试 虫 敏感 性 测定 采用 7 检验 进行 差异 
显 车 性 分 析 ,P «0.05 表示 差异 显著 ,P «0.01 表示 
差异 极 显著 。 


2 结果 


2.1 LsGSTel 基因 的 克隆 与 序列 分 析 

利用 RT-PCR 扩 增 获得 烟草 甲 一 个 GST 基因 的 
cDNA 全 长 序列 , 同 源 性 比较 确定 该 基因 属于 GSTs 
基因 Epsilon 家 族 ,命名 为 LsGSTel ( GenBank 登录 
号 : MN480468)。LsGSTel 开放 阅读 框 长 684 bp, 编 
15 227 个 氨基 酸 , 理论 等 电 点 为 5. 15 , 预测 蛋白 质 
分 子 质量 为 26. 7 kD, H^ fé fe N- 糖 基 化 位 点 。 
Prosite 分 析 表 明 ,LsGSTel 编码 的 氨基 酸 具 有 2 个 谷 
PEHAR $- 转 移 酶 结合 域 的 2 个 催化 活性 保守 位 点 ， 
第 1 -84 位 氨基 酸 为 N 末端 结构 域 ,第 90 -215 位 
为 C 末端 结构 域 ( 图 1)。 
2.2 LsGSTel 基因 的 序列 比 对 和 系统 发 育 分 析 

LsGSTel 氨基 酸 序列 BLAST 比 对 结果 显示 : 
















































































LsGSTel 与 其 他 鞘翅 目 昆 虫 Epsilon 家 族 GSTs 的 同 
源 性 较 高 ,其 中 与 黄粉 虫 Tenebrio molitor ( GenBank 
登录 号 : AIL23539. 1) IWAK Tribolium castaneum 
(GenBank 登录 号 : XP_008190708.1) MAIRE T 
Agrilus planipennis ( GenBank 登录 号 : XP. 018333390. 1) 
GST 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 59% , 52% F 4896 。 

将 LsGSTel 与 目前 已 经 鉴定 的 其 他 昆虫 ( 赤 拟 
Try. ERRi Drosophila melanogaster 和 Z E) 
GSTs 氨基 酸 序列 进行 了 聚 类 分 析 ,结果 显示 4 fh EL 
虫 的 18 个 GSTs 被 分 为 6 组 (Delta, Sigma, Epsilon, 
Omega, Theta 和 Zeta) ,其 中 LsGSTel 与 同属 于 鞘翅 
目的 赤 拟 谷 瓷 的 TeGSTel15 的 氨基 酸 序列 一 致 性 高 
ik 74% , 这 表明 LsGSTel 隶属 于 Epsilon 家 族 
(图 2)。 
2.3 LsGSTel 基因 的 时 空 表达 

LsGSTel 在 烟草 甲 检测 的 所 有 发 育 阶 段 均 有 表 
达 , 其 在 高 龄 幼虫 时 期 的 表达 量 最 高 ,显著 高 于 其 他 
发 育 阶段 (CP «0.05) ,是 低龄 成 虫 时 期 表达 量 的 5.6 
这, 在 低龄 幼虫 和 肾 期 表达 量 略 低 , 而 在 低龄 和 高 龄 
成 虫 期 的 表达 量 达到 最 低 水 平 , 显 著 低 于 其 他 发 育 
阶段 (P<0.05)( 图 3: A) 。 烟 草 甲 I5GSTel 表达 部 
位 主要 在 幼虫 脂肪 体 (P < 0. 05 ) , 其 次 为 中 肠 和 表 
B ,而 在 马 氏 管 中 的 表达 量 最 低 ( 图 3: B), 















































1 ATGGCACCTCAACTCTTTATTATGGCTTTAACACCAGCCGTTAGGTCAGTTTTATTGACTGGTGAAGCTTTGGGA 
1 M A P Q L F I M A L T P A V R S V L DL T G E A L G 
76 ATTAAATTTGATATAAAACAACTCGATTTAGCTGAGAAAAGGGAACACTTAACTCCGGAATACCTTAAGATTAAT 
26 T-A F -D-r R (0 Lh D à A E K R E .H L5 T P E Y h M I N 
151 CCACAACACACTGTACCTACTTTAATAGATGAAGATGGATTCGTACTTTGGGACTGCCACGCTAT ATCAGCGT AC 
51 P Q H T V P T L I D E D G F V L W D C H A I S A Y 
226 TTAGTAGAAAAATACGGCAAAGACGATTCGTTATATCCAAAAGACTTACAAATAAGAGGAACCAT ACACCAAAGG 
76 L V E RK Y G E D D S LY PK E 
301 CTGCACTTCGATACAGGAGTTCTCTTCCCAATTATAGTAAACACATTGAGACCAATCGCGATTCAAGGCGAAAAA 
101 EE S O A SE E S A N S a S 
376 AGGATCCCAATAGACCGAGTGAAGGAAGTAACCGAAGCATACGGTTTCTTGAAT AAGTTCCTAACGAAACACAGA 
126 AN 
451 TATTTGAGTTCGTGTCACGTAACGATCGCCGATTTCAACGTCATCTCTTCCGTTGCCGTGCTGGAAATTATTTTT 
151 NELSON CNRHONNEUEEUDUNMAUTDESENMNESVIEUISSSUSBVUUSVEnMEWNVDIEDEME 
526 CCGATAGACCGTAAACAATTTCCCTACCTCGCCTCGTGGGTGAAACGCATGAAAAGACTGCCTTACTACGAGAAG 
176 DOC ISSTDXCHAUTR CODTREREPOETSUBROERASEIGXNOCDWUCES EBROOMAOSRISERIIGQUPATUUEYTSUESER 
601 ACCAATAATGGTCTCTACGTGCTAAAAGAAATCACAAAATCTGTAACTGTTGCCCGTGCAGGAAGCTTGACTAGA 
201 EE T V A RA 6G S L T R 
676 ATAAAATGA 

226 Eq. 











图 1 烟草 甲 LsGSTel 基因 的 核 背 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of LsGSTel in Lasioderma serricorne 
下 划 线 为 N 末端 结构 域 ;阴影 表示 C 末端 结构 域 ;起 始 密码 子 ATG 和 终止 密码 子 TGA 加 粗 ; 星 号 表示 终止 密码 子 。The putative N-terminal 
domain is underlined and the C-terminal domain is shaded. The start codon ATG and the stop codon TGA are in bold, and the stop codon is indicated with 

















an asterisk. 
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图 2 邻接 法 构建 的 基于 烟草 





73 LsGSTel MN480468 
TeGSTel5 XP971268 
TeGSTe5 XP967395 
BmGSTel AY192575 


BmGSTd1 NM001043718 
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E LsGSTel 和 其 他 昆虫 CSTs 氨基 酸 序列 的 系统 进 


TeGSTt XP008196475 


化 树 (1 000 重复 ) 





Fig. 2 Phylogenetic tree of LsGSTel from Lasioderma serricorne and GSTs from other insect species 


Bm; ZÆ Bombyx mori; Dm; WRH Drosophila melanogaster; Tc; 


by neighbor-joining method based on the amino acid sequence (1 000 replicates ) 
IWAK Tribolium castaneum. 
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图 3 烟草 甲 LSGSTel 在 不 同 发 育 阶段 (A) 和 幼虫 组 织 (B) 中 的 相对 表达 量 














Fig. 3 Relative expression levels of LsGSTe1 in different developmental stages ( A) and larval tissues (B) of Lasioderma serricorne 


EL: 低龄 幼虫 Early instar larva; LL; 高 龄 幼虫 Late instar larva; PU; 肾 Pupa; EA; 低龄 成 虫 Callow adult; 











LA; 高 龄 成 虫 Mature adult; FB; 脂肪 











体 Fat body; MT; 马 氏 管 Malpighian tubules; MG; 中 肠 Midgut; IN; 表皮 Integument. 柱 上 不 同 字 母 表示 基因 表达 量 在 不 同 发 育 阶段 和 幼虫 不 





同 组 织 间 存在 显著 差异 (P «0.05, LSD 检验 ) 
different developmental stages and larval tissues (P <0.05, LSD test). 


2.4 甲酸 乙 酯 处 理 后 烟草 甲 LsGSTel 基因 的 表达 
模式 























2H 





结果 表明 ， 与 对 照 组 
LsGSTel 表达 量 分 别 下 降 了 79.9% 4H 83. 096 , 极 显 














o Different letters above bars represent significant difference in the gene expression level between 


TH EE, 3E Hj 48 h 4I 72 hh 后 





























烟草 甲 5 REALE TT ZAER EJA, LCu ”车 低 于 对 照 (P<0.01) ,说 明 通过 RNAI 已 经 成 功 抑 
(10 L/L) LC4,t20 uL/L) Y& EH LsGSTel 基因  ” 制 该 基因 的 表达 (图 5)。 
的 表达 量 显著 上 调 (P <0.05) ,分 别 是 对 照 组 的 “2.6 LsGSTel 沉默 后 烟草 甲 5 龄 幼虫 对 甲酸 乙 酯 
2.96 和 5.80 倍 ;而 LCo(5 pLL) 浓 度 组 与 对 照 组 的 。 ”的 敏感 性 
表达 量 在 统计 学 上 差异 不 显著 (P >0.05) (图 4)。 通过 生物 测定 实验 结合 RNAi 技术 ,检测 烟草 














2.5 RNAi 对 LsGSTel 的 沉默 效率 
采用 RNAi 技术 沉默 烟草 甲 LsGSTel 48 h ds 75 
h 后 ,结合 qPCR 检测 该 基因 mRNA 的 相对 表达 























甲 对 票 蒜 剂 甲酸 乙 酯 的 敏感 性 ,研究 烟草 甲 


LsGSTel 对 甲酸 乙 酯 的 解毒 代谢 作用 。 纤 

















吉 果 发 现 ， 





甲酸 乙 酯 LC (10 L/L) ZARI F dsLsGSTel 处 









































1 期 J^ Gu. 烟草 甲 谷 胱 甘 肽 5- 转 移 酶 基因 LsGSTel 的 表达 及 其 与 甲酸 乙 酯 耐 受 性 的 关系 7 








Relative expression level 





甲酸 乙 酯 剂量 


Dose of ethyl formate 














图 4 甲酸 乙 酯 胁迫 后 烟草 甲 5 龄 幼虫 LSGSTel 基因 
的 相对 表达 水 了 
Fig. 4 Relative expression levels of LsGSTel in 
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the 5th instar larvae of Lasioderma serricorne 
after exposure to ethyl formate 
1: 空白 对 照 Blank control; 2: LCio (5 pL/L); 3: LC49 (10 &L/L) ; 
4: LCso (20 uL/L). 柱 上 不 同 字 母 表 示 基 因 表 达 量 在 不 同 甲酸 乙 
8 浓度 处 理 间 存 在 显著 差异 (P<0.05, LSD 检验 ) Different letters 


above bars represent significant difference in the gene expression level 









































between different concentrations of ethyl formate (P <0.05, LSD test). 
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图 5 RNAI 对 烟草 甲 5 龄 幼虫 LSGSTel 基因 沉默 效率 
Fig. 5 Silence efficiency of LsGSTel in the 5th instar 
larvae of Lasioderma serricorne by RNAi 
柱 上 双星 号 表示 基因 表达 量 在 对 照 组 (注射 dsGFP ) 和 dsLsGSTel 
处 理 组 之 间 存 在 极 显 著 差 异 (P <0.01, 了 检验 ) Double asterisk 


above bars means extremely significant difference in the gene expression 





























level between the control (injection with dsGFP) and the dsLsGSTel 
injection group ( P «0.01, T-test). 


理 组 的 死亡 率 达 到 45. 596 , 略 高 于 对 照 组 (dsCZP 
注射 组 ) 的 死亡 率 (33. 3% ) , 差异 不 显著 (已 > 
0.05); 甲酸 乙 酯 LCo(20 L/L) SE Z& Ib PE F 
dsLsGSTel 处 理 组 的 死亡 率 (80.0% ) 显著 高 于 LCs 
蝇 获 处 理 下 对 照 组 (dsGFP 注射 组 ) 的 死亡 率 
(47.696 )(P<0.05)( 图 6)。 


























3 讨论 与 结论 





谷 胱 甘 肽 5- 转 移 酶 是 昆虫 体内 一 种 重要 的 多 
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图 6 LsGSTel 基因 沉默 后 烟草 甲 5 龄 幼虫 
对 甲酸 乙 酯 的 敏感 性 
Fig. 6 Susceptibility of the 5th instar larvae of Lasioderma 





serricorne to ethyl formate after silencing of LsGSTel 
柱 上 星 号 表示 死亡 率 在 对 照 组 (注射 dsGFP) 和 dsLsGSTel 处 理 组 
之 间 存 在 显著 差异 (P <0.05, 了 检验 )。The asterisk above bars 




















means significant difference in the morality between the control 
(injection with dsGFP) and the dsLsGSTel injection group ( P «0.05, 
T-test) . 


=Æ 


功能 催化 酶 ,广泛 参与 到 昆虫 对 外 源 杀 虫 剂 的 解毒 
代谢 过 程 ,可 被 多 种 杀 虫 剂 诱导 表达 (Hemingway et 
al., 2004) ,与 杀 虫 剂 耐 受 性 相关 的 CSTs 大 多 属于 
Epsilon 和 Delta 家 族 (Samra et al., 2012) 。 在 埃及 
伊 蚊 中 发 现 , DDT RII CAS B n] US S GSTe2 和 
GSTe7 基因 的 过 表达 ,在 一 定 程度 上 表明 CS7e2 和 
CS7e7 参与 了 DDT 和 溴 氰 菊 酯 的 代谢 解毒 过 程 
(Lumjuan et al., 2005) ; 同样 冈比亚 按 蚊 体 内 多 个 
Epsilon 家 族 GSTs 基因 在 DDT 抗 性 品系 中 过 量 表 
i^ (Ortelli et al., 2003) ; 黑 腹 果 晶 体内 DmGSTe6 和 
DmGSTe1 基因 能 够 对 甲 基 对 硫 磷 进 行 代谢 (Alias 
and Clark, 2010) , 。 此 外 ,马铃薯 甲虫 Leptinotarsa 
decemlineata, jk W A Xe b rp BK H CK 7] 3 
Dendroctonus ponderosae 分 别 有 30, 36 和 28 个 GSTs 
基因 被 鉴定 ,其 中 Epsilon 基因 分 别 有 10, 19 和 12 
个 基因 属于 Epsilon 家 族 , 但 都 缺乏 进一步 功能 分 析 
(Shi et al., 2012; Keeling et al., 2013; Han et al., 
2016) 。 本 研究 发 现 ,烟草 甲 经 甲酸 乙 酯 LC (10 
uLZL) 和 LC, Q0 pL/L) RAEBUS K [5CSTel 
基因 表达 水 平分 别 上 调 2. 96 和 5. 80 倍 ,诱导 的 
LsGSTel 高 表达 可 能 参与 到 甲酸 乙 酯 的 代谢 过 程 。 
基因 的 时 空 表达 特性 可 在 一 定 程 度 上 反映 基因 
的 功能 (Yang et al., 2016a) 。 不 同 昆 虫 体内 的 GSTs 
基因 在 不 同 发 育 阶段 的 表达 量变 化 差异 较 大 。 如 小 
菜 蛾 Plutella xylostella GSTs1 基因 在 卵 和 幼虫 阶段 
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高 表达 ,而 在 师 和 成 虫 阶段 则 不 表达 (You et al., 
2015) ;相反 的 是 ,二 化 蜡 Chilo suppressalis Sigma 家 
族 的 GST 基因 在 成 虫 期 高 表达 ,在 晴 和 幼虫 阶段 表 
达 量 相对 较 低 (Liu et al., 20015) 。 在 菜 粉 蝶 Pieris 
rapae 的 研究 中 ,发 现 PrGSTe2, PrGSToA, PrGSTsA 
和 PrGSTIY 主要 在 4 龄 幼虫 期 表达 ,而 PrGSTel 在 4 





























对 低 浓度 省 氰 菊 酯 的 敏感 性 无 显著 差异 ,而 高 浓度 
处 理 组 棉铃 虫 死亡 率 显著 增加 ( 汪 丹 , 2011). ER 
在 应 对 低 剂量 /浓度 的 农药 胁迫 过 程 中 ,多 种 解毒 代 
谢 基 因 共 同 参与 杀 虫 剂 的 解毒 代谢 ,具有 一 定 的 协 
同 效应 (Liu et al., 2017) 。 因 此 ,我 们 推测 烟草 甲 在 
低 浓度 的 甲酸 乙 酯 的 胁迫 下 ,其 他 类 解毒 代谢 酶 基 









































龄 幼虫 和 师 期 高 表达 (Liu et al., 2017)。 本 研究 中 
LsGSTel 表达 模式 与 PrGSTel 类 似 , 上 暗示 LsGSTel 可 
能 更 大 程度 地 参与 到 成 虫 前 期 对 寄主 内 部 外 源 化 合 
物 的 解毒 代谢 过 程 中 。 为 进一步 挖掘 LsGSTel 的 组 
织 表 达 特 性 ,本 研究 采用 qPCR 技术 对 LsGSTel 在 
烟草 甲 幼 虫 不 同 组 织 部 位 的 表达 模式 进行 解析 , 结 
果 发 现 ,上 CS7el 在 表皮 、 中 肠 、 脂 肪 体 和 马 氏 管 4 
个 组 织 中 均 表 达 , 且 在 脂肪 体 中 表达 量 最 高 ,相同 的 
结果 还 出 现在 对 小 菜 蛾 .家 乍 和 稻 纵 卷 叶 旦 
Cnaphalocrocis medinalis 的 研究 中 (Yu et al., 2008; 
Liu et al., 2015; You et al., 2015) 。 由 于 脂肪 体 是 
昆虫 的 主要 储存 能 量 需 官 , 并 在 应 对 外 源 有 毒物 质 
的 代谢 过 程 中 发 挥 着 关键 作用 (Hou et al., 2010) ， 
因此 我 们 推测 LsGSTel 在 脂肪 体 中 的 高 表达 可 能 与 
外 源 杀 虫 剂 的 解毒 代谢 有 关 。 

利用 RNAi 技术 对 昆虫 GST 家 族 基因 进行 功能 
分 析 , 不 仅 可 以 为 解析 GSTs 在 杀 虫 剂 解 毒 中 的 作 
用 提供 直接 证 据 , 而 且 有 助 于 揭示 GSTs 介 导 的 杀 
虫 剂 耐 受 性 机 制 (Yu et al., 2016) 。 利 用 RNAi 沉 
默 朱砂 时 蚂 Tetranychus cinnabarinus TcGSTM7 基因 
表达 后 ,该 螨 对 丁 氟 螨 酯 和 甲 氰 菊 酯 的 敏感 性 均 显 
著 提 高 ( 申 光 成 等 ,2018 ) 。 烟 粉 乱 Bemisia tabaci 
体内 CS714 被 沉默 后 ,其 在 噬 虫 嗪 胁迫 下 的 死亡 率 
显著 提升 ,表明 GSTIA 能 够 明显 提高 烟 粉 乱 对 噬 虫 
MERI STE ( Yang et al., 2016b) ,类 似 功 能 也 出 现 
ERW KAE LmGSTs3 基因 的 研究 中 (Qin et al., 
2012) 。 最 新 研究 发 现 ,柑橘 木 剧 Diaphorina citri 
DcGSTe2 和 DcGSTdl 两 个 基因 的 共 沉 默 ,可 导致 柑 
橘 木 乱 对 甲 氰 菊 酮 和 哮 甲 氧 胺 的 抗 性 水 平 进一步 提 
升 (Yu and Killiny, 2018) 。 本 研究 采用 RNAi 技术 
研究 烟草 甲 LSGSTel 与 甲酸 乙 酯 代谢 解毒 的 关系 ， 
发 现 沉默 LsGSTel 后 ,烟草 甲 对 LCS, C10 pLAL) 的 
甲酸 乙 酯 敏感 性 没有 发 生 显著 性 变化 , 而 对 LC 
(20 L/L) 的 敏感 性 显著 上 升 ( 死 亡 率 提高 
32. 4% ) ,推测 LsGSTel 基因 可 能 参与 烟草 甲 对 甲酸 
乙 酯 的 体内 解毒 代谢 。 类 似 的 结果 出 现在 棉铃 忠 
Helicoverpa armigera 细胞 色素 P450 氧化 还 原 酶 的 研 
究 中 ,发 现 日 的 基因 沉默 后 ,与 对 照 组 相 比 ,棉铃 忠 
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因 可 能 在 这 一 时 期 发 挥 着 关键 作用 。 

综 上 所 述 ,本 研究 利用 RT-PCR 技术 克隆 获得 
烟草 甲 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 基因 LSGSTel 的 cDNA 全 
长 序列 ,该 基因 在 烟草 甲 高 龄 幼虫 和 脂肪 体 中 表达 
较 高 ,暗示 其 可 能 参与 烟草 甲 对 外 源 物质 的 解毒 代 
谢 。 进 一 步 研 究 抑 制 1sGS7Tel 基因 的 表达 后 ,烟草 
甲 对 甲酸 乙 酯 的 敏感 性 与 对 照 组 相 比 明显 提高 , 表 
8] LsGSTel 在 烟草 甲 响应 甲酸 乙 酯 胁迫 并 参与 代谢 
过 程 中 发 挥 了 关键 作用 。 
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